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诸如人类可溶性 Fas 配体，有必要实现盘基网柄菌的高密度培养。 









备组分配比为 CMC 12 g·L-1，SA 8 g·L-1，CaCl2 100 g·L-1，制备反应温度为 20℃，阳离
子溶液滴加速度为 6 mL min-1，凝胶反应时间为 10~15min，培养基与微胶囊的体积比为
10:1，摇床转速为 170 r min-1。在以上较适条件下制备的微胶囊内重组盘基网柄菌的生
长得到了极大的改善， 大的细胞密度比游离培养时提高了 3 倍，达到 8.03×107 mL-1；
相应的人类可溶性 Fas 配体(FasL)的表达水平也提高了 1.5 倍，达到 315 µg·L-1。此外，
开展了微胶囊化重组盘基网柄菌的二次重复发酵 FasL 的研究，结果表明， 大细胞密
度可达到 1.24×108 mL-1，为游离培养的 8~10 倍，FasL 仍维持高水平表达(280 µg·L-1)，
为游离培养时的 2 倍。 
其次，开展了高压静电装置制备 CMC-ALG 生物微胶囊的研究，优化了其制备条件，
为电压 2.9 kV，推进速度 60 mm·h-1，液面距 20 mm；考察了采用高压静电法微胶囊
化的盘基网柄菌在合成 SIH 培养基中的生长情况，获得的细胞 大密度可达 9.05×107 
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时间维持在较高的细胞密度有利于 FasL 等代谢产物的积累，提高目标蛋白的产量。 
自行制备了循环流化床装置，优化了微胶囊化重组盘基网柄菌在自循环流化床中培
养的重要参数：通气速度为 0.4 L·min-1，循环培养基流速为 5 mL·min-1；微胶囊化的重
组盘基网柄菌在自循环流化床和外加循环流化床间歇培养时， 大细胞密度和 FasL 的
表达量均达到较高水平，而在其连续培养过程中，囊内的细胞密度和 FasL 的表达量略
低于间歇培养时的情况。 
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Abstract 
In recent years, the cellular slime mould Dictyostelium discoideum (Dd) has emerged as 
a promising eukaryotic system for the expression of recombinant pharmaceutical proteins 
requiring post-translational modifications. However, its application is seriously affected by 
slow growth rates (doubling time of 8-10 h) as well as low maximal cell densities (1-2×107 
mL-1) in the presence of complex axenic medium. For the production of high-value 
heterogenous protein products like human soluble Fas ligand (hFasL) in substantial quantities, it 
would represent a considerable advantage, if Dd could be cultivated at high cell density.  
In this thesis, a Dictyostelium discoideum AX3 strain, AX3-pLu8 was used for 
expressing the soluble human Fas ligand. AX3-pLu8 was immobilized in CMC-ALG 
biomicrocapsule in order to improve the production of FasL. The automation preparation 
equipment and the electrostatic microencapsulated equipment were used for the preparation 
of CMC-ALG microcapsule respectively. The conditions of preparation and cultivation were 
investigeted. Moreover, the cultivation of microencapsuled Dictyostelium discoideum in a 
recycle fluidized bed was also investigated. 
Starting with HL-5C medium, the biocompatibility of different chemical components for 
the preparation of CMC-ALG microcapsules to the growth of Dictyostelium discoideum 
AX3-pLu8 was first evaluated. Then the growth behavior of D. discoideum in different 
microcapsules prepared by using different concentrations of the components was further 
examined. CMC-ALG microcapsules showed a good biocompatibility. According to the 
results from the above investigation, one optimal formulation for the preparation of 
CMC-ALG microcapsules was developed, which was composed of (g·L-1) CMC 12，sodium 
alginate (SA) 8 and CaCl2 100. The preparation temperature was 20 ℃, the dropping 
velocity of cation liquid (mL·min-1) 6, the gelation time 10~15 min, the mass of medium 10 
times as microcapsule, and the rotation rate 170 min-1. In this type of CMC-ALG capsules, 
the cell density up to 8.03×107 mL-1 was attained, which was about 5 times as much as that 
could be observed in suspension culture. Correspondently, high concentration of soluble 
human Fas ligand (shFasL) (315 µg·L-1) was detected in the microcapsules, which was about 
2.5 times higher locally than that in the suspension culture under the same culture conditions. 
In addition, the immobilized cells could be effectively used for repeated batch cultivation. 
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second repeated batch cultivation, and high level of FasL (280 µg·L-1) was still achievable. 
Using the electrostatic method for the preparation of microcapsules, the optimal 
preparation conditions were voltage 2.9 kV, push speed 6 mm·h-1, the distance from liquid 
surface 20 mm. The growth of microencapsuled Dictyostelium discoideum prepared by 
electrostatic microencapsulated equipment in SIH medium was investigated. The cell density 
of up to 9.05×107 mL-1 was attained. Correspondently, high concentration of soluble human 
Fas ligand (shFasL) (354 µg·L-1) was detected in the microcapsules. The growth of 
microencapsuled Dictyostelium discoideum in repeated batch cultivation in the mixed 
medium of SIH/HL-5C=1:1 was studied. The results show that the cell density and FasL 
concentration were increased during the whole process. 
The recycle fluidized bed was adopted for enlarged cultivation. The related parameters 
of recycle fluidized bed cultivation were investigated, which were gas velocity 0.4 L·min-1 
and recycle-midium velocity 5 mL·min-1. The batch cultivation of microencapsuled 
Dictyostelium discoideum on self-recycle fluidized bed and extra-recycle fluidized bed was 
studied. The high maximal cell density and high level expression of FasL was attained. 
However, during continuous cultivation of microencapsuled Dictyostelium discoideum on 
recycle fluidized bed, the maximal cell density and the expression of FasL was less than the 
process of batch cultivation. 
 
Keywords: CMC-ALG microcapsule; Microencapsulated cultivation; Dictyostelium 























盘基网柄菌 (Dictyostelium discoideum) 属于真菌界的粘菌亚界的聚粘霉纲
(Acrasiomzcetes)[3]。1869 年真菌学家 Oskar Brefeld 首次描述了盘基网柄菌[4]。盘基网柄
菌属 D. discoideum 由 Raper 1935 年于 North Carolina 发现[5]，在土壤中它以腐败有机物
质如树叶上的细菌为食。只要土壤中细菌充足，细胞就以单个个体的方式进行生长和分
裂。处于对数生长期的盘基网柄菌直径约为 10μm，它没有细胞壁，可通过伪足在固体







质分裂(cytokinesis)、形态发生(morphogenesis) 等[4,8]，并与酿酒酵母 S. cerevisiae 一起，
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图 1.1 盘基网柄菌的无性生命周期[12] 
Fig 1.1 The (asexual) life cycle of D. discoideum 
(图中德语：Sporenkeimung = spore germination孢子发芽; Vermehrungsphase = growth phase生长阶段; 
Aggregation = aggregation 聚集; Conusbildung = conus formation 假合胞体形成; Migrationsphase = 
migration phase 移动阶段; Culmination = culmination 顶点形成; Fruchtkörper = fruiting body 子实体) 
 
在发育周期中，100 到 105 阿米巴聚集在一起形成一个多细胞的塔状物。在这个过程中
环腺苷酸 cAMP 作为信息物质起着十分重要的作用。cAMP 的脉冲波趋化性地调节阿米巴
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1.1.3 重组盘基网柄菌基因表达异源蛋白研究进展 
目前利用盘基网柄菌真核表达系统已成功表达的重组蛋白有多种，主要为复杂的病
毒蛋白、寄生生物糖蛋白和人类蛋白质，如表 1.1 所示。 
 
表 1.1 盘基网柄菌成功表达的重组蛋白 
Tab 1.1 Heterologous recombinant proteins successfully produced in D.discoideum. 
重组蛋白名称 蛋白质所在位置 参考文献 
绿色荧光蛋白 胞内 （细胞质中） 1 
人绒膜促性腺激素 (hCG) 胞外 24 
(FSH) 胞外 24 















人毒蕈碱性胆碱能受体 M2 膜结合 28 
人抗凝血酶 III (rhAT III) 胞外 29 
α-1-抗胰蛋白酶 胞外 30 
人类可溶性 Fas 配体 (shFasL) 胞外 31 
 
其中，2004 年卢英华等在盘基网柄菌中分泌性表达了人类可溶性 Fas 配体[31]，产
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1.2 人 Fas 配体及其功能的介绍 
Fas 配体(Fas ligand, FasL)于 1992 年分别由德国和日本研究人员独立发现：它是 37 kDa
的三聚体 II 型跨膜蛋白[32,33]，由一个胞内 N 端、一个跨膜片断和一个胞外 C 端组成，是一
种细胞凋亡因子，属于肿瘤坏死因子家族(tumor necrosis factors, TNF)成员[32,34]。FasL 通过
与细胞表面的 Fas 受体(Fas receptor) 结合可引起 Fas 表达阳性的细胞凋亡(apoptosis)，或称






之后 FasL 再与 Fas 三聚体相结合[43]。随后死亡信号的传导包括两个阶段。Fas 分子胞质区
含有一段约 80 个氨基酸序列的“死亡区域”(death domain)。在第一阶段，Fas 相应的细胞
效应蛋白(effector protein)，即 Fas 死亡区域相关蛋白 FADD (Fas associating death domain，
也称为 MORT1) [44,45]通过其 C-末端的死亡区域快速结合到 Fas 的死亡区域上，而其 N-末端
的死亡区域又可激活 caspase 8 (半胱氨酸蛋白酶 8)前体，从而形成死亡诱导信号复合物
(Death-inducing signaling complex, DISC)，它包括 Fas 、FADD 和 caspase 8 前体。在第二
个阶段，由于Fas/FADD/caspase 8前体相互作用的结果，相应的蛋白酶级联(protease cascade)
被激活。Caspase 8 也称为 FLICE (FADD-like interleukine 1 β-converting enyzme，类似 FADD
的白细胞介素 1β-转换酶)，它在信号传导链和蛋白酶水解活性之间起着连接作用。通过结
合到 FADD 上，caspase 8 前体发生寡聚化，进而引起该酶的自催化反应，活性的 caspase
从 DISC 中释放出。然后激活的 caspase 8 可催化激活其它的 caspases (caspase -3,-6,-7 等)，
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图 1.2 FasL 诱导的凋亡信号传递过程[48] 
Fig 1.2 Apoptotic signal transduction induced by Fas ligand 
 
FasL 主要表达于活性 T 淋巴细胞、NK 细胞及 LAK 细胞等免疫细胞的细胞膜上[48]，
此外在免疫豁免组织(脑、睾丸、眼)的细胞膜上也有 FasL 的天然表达[49,50]。人 FasL 一般用
动物细胞和人体细胞表达，由于这些细胞培养成本很高，且表达量不高，因而人 FasL 产品






用很多种细菌，如 Escherichia coli，Klebsiella planticola，Bacillus subtilis，Aerobacter 
aerogenes 等。其中盘基网柄菌对某些细菌比对其它细菌消耗得更为迅速和彻底。他们发现
E. coli 由于不会聚集成链，可以很容易被阿米巴吞噬摄取， 适宜用于培养盘基网柄菌。





























培养基[57-60]，LPP 培养基[61]和 HL-5C 培养基[62]。在复合培养基中，盘基网柄菌以世代时间
为 8-12h 的速度生长至 1-2×107 mL-1。复合培养基中提取物的质量对细胞的生长 为关键
[11,63]，尤其是蛋白胨的质量。同种蛋白胨即使只是批次不同，盘基网柄菌的生长行为也会
相差很大。Maeda[64]曾报道蛋白胨的种类对野生型 NC4 细胞的无菌生长至关重要，Oxoid
公司的细菌用蛋白胨支持 NC4 细胞的无菌生长，Difco 公司的细菌用蛋白胨则无此效果。 
Marin[65]报道了一种用于培养盘基网柄菌 AX3 菌株的半合成培养基，其主要成分为酵
母粉、葡萄糖、无机盐、氨基酸和维生素。在这种半合成培养基中盘基网柄菌以世代时间
12-14h 长至 1.5×107 mL-1。Maeda[64]为无菌培养盘基网柄菌野生型菌株 NC-4 设计了一种命
名为 MA 的半合成培养基，由细菌用蛋白胨、酵母粉、葡萄糖、磷酸盐、各种维生素、无
机盐组成。在 MA 培养基中，NC-4 细胞经过 8h 的延滞期，以世代时间为 11h 的速度生长，
稳定期细胞密度达到 4×106 mL-1，而 AX2 菌株则以世代时间约 8h 的速度生长至
1.6×107mL-1。 
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